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一种检测非小细胞肺癌患者血清中
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【摘要】 背景与目的  多肽阵列是近年来发展起来的一种研究分子之间相互作用的方法。本研究拟建立多肽阵
列检测非小细胞肺癌患者血清中p53自身抗体的方法，筛选p53自身抗体识别的抗原决定簇序列。 方法  利用点合成技
术（SPOT synthesis technique）合成覆盖p53多肽链全部序列的多肽阵列；分别用ELISA和多肽阵列检测血清中的p53自
身抗体，确定p53自身抗体识别的抗原决定簇序列。 结果  将包含p53多肽链全部序列的重叠肽段合成到硝酸纤维素膜
上。多肽阵列检测30例非小细胞肺癌患者血清中的p53自身抗体，有7例为阳性；30例健康对照者均为阴性，与ELISA
检测结果相同。P53自身抗体识别p53多肽链上某些共同的抗原表位。结论  多肽阵列不仅可以用来检测肺癌患者血清
中的自身抗体，还可以筛选这些自身抗体识别的抗原表位，为下一步研究自身抗体与非小细胞肺癌的早期诊断和预
后的关系奠定基础。
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【Abstract】 Background and objective  Serum autoantibody detection is useful means for the early diagnosis and 
prognosis of cancer. So our objective was to synthesize peptide array to analyse p53 autoantibodies in the sera of patients with 
non small cell lung cancer (NSCLC). Methods  Cellulose-bound overlapping peptides (12 mers) derived from p53 wild type 
protein were synthesized using SOPTs synthesis technique by an AutoSpot robot –ASP SL (Intavis, Germany). The membrane 
was incubated with 1/400 dilutions of p53 monoclonal antibody (Sc-53394) to establish a new approach to detect p53 antibody, 
and the epitopes of the p53 monoclonal antibody is already known. We analysed the p53 autoantibodies from the sera of NSCLC 
and controls by peptide array and ELISA. Results  We synthesized on cellulose membranes twelve-amino-acid overlapping 
peptides which included all of the sequences of the polypeptide chain of p53. The p53 autoantibody was positive in seven cases 
of thirty patients’ sera with NSCLC and was negative in sera of the controls, with the same result of ELISA. Conclusion  The 
peptide array could be applied not only to detect the autoantibodies in the sera of patients with lung cancer, but also to map the 
epitopes of the autoantibodies which might be useful for the early diagnosis and prognosis of cancer.
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肺癌是各种恶性肿瘤中引起死亡的主要原因
[1]，已
对人类健康造成严重危害。寻找新的肺癌标志物、发展
新的肺癌诊断方法已成为提高肺癌病人生存率的重要途
径之一。研究
[2]表明肿瘤患者血清中的自身抗体有望成
为新的肿瘤标记物。目前常用ELISA进行血清自身抗体
的检测，但是用于检测自身抗体的抗原不易获得，因此
能够检测的自身抗体有限；而且每一个肿瘤血清自身抗
体的阳性率都不高，临床应用的意义不大。多肽阵列技
术是近年发展起来的一种实验方法
[3]，能用多肽模拟蛋
白抗原与自身抗体结合， 因此可用于自身抗体的检测
[4]。
本研究应用多肽阵列检测非小细胞肺癌者血清中的p53
自身抗体，确定其识别的抗原表位，为进一步研究p53
自身抗体与肺癌的早期诊断、预后之间的关系奠定基
础。
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1    材料和方法
1.1  血清  30例初治的非小细胞肺癌患者血清由北京胸科
医院胸外科提供，包括肺腺癌和肺鳞癌各15例，均有病
理明确诊断。30例健康对照者血清取自北京胸科医院门
诊体检者。
1.2  主要试剂  来源FMOC-基团保护的20种天然氨基
酸干粉（德国，intavis公司），1-甲基-2-吡咯烷酮
（1-Methyl-2-pyrrolidone，NMP，Sigma公司），溴酚蓝
（Bromphenol blue，BPB，Sigma公司），1-羟基苯并三唑
（Hydroxybenzotriazole，HOBt，上海吉尔生化），二异
丙基碳化二亚胺（Diisopropyl carbodiimide，DIC，Sigma
公司），二甲基甲酰胺（Dimethylformamide，DMF，
Sigma公司），乙酸酐（Acetic anhydride，国药集团），
哌啶（Piperidine，国药集团），乙醇（Ethanol，Sigma
公司），三氟乙酸（Trifluoroacetic acid，TFA，Sigma公
司），三异丙基硅烷（Triisopropylsilane，Sigma公司），
二氯甲烷（Dichlormethane，DCM，Sigma公司）。p53单
克隆抗体DO-2（美国Santa cruz公司，Sc-53394），p53多
克隆抗体（BA0521，博士德公司）。
1.3  合成多肽阵列  根据Frank在文献中所述的方法
[5,6]，应
用点合成技术在纤维素膜表面合成多肽阵列。多肽阵列
上每个点为12肽的多肽链，相邻多肽链重叠9个氨基酸。
野生型p53蛋白含393个氨基酸，因此多肽阵列包含128
个点，每行有32个点，每列有4个点，每个点的直径为4 
mm，相邻两个点之间的距离为4.5 mm，见图1
[7]。
将FMOC-基团保护的20种氨基酸干粉各0.5 mmoL
分别溶解在1 mL 1-甲基-2-吡咯烷酮里，同时将1.5 g 1-羟
基苯并三唑溶解在10 mL二甲基甲酰胺里，1.7 mL二异丙
基碳化二亚胺溶解在10 mL二甲基甲酰胺里，三种溶液
按2:1:1的体积比混合，氨基酸即被激活用来合成多肽。
将预定的程序输入电脑后，多肽合成仪ASP SL（德国，
Intavis公司）即可在MutilPep软件程序的控制下将特定的
氨基酸滴加到活化的硝酸纤维素膜表面。由于要合成12
肽多肽链，所以要进行12个循环的反应，每个循环之间
氨基酸要经过帽化，FMOC-基团脱保护等一系列的过程
图 1  覆盖p53多肽链全长序列的多肽阵列设计方案
[7]
Fig 1  Scheme for designing peptide array (p53 array) covering of the sequence of the polypeptide chain of p53
A: Sequence of the polypeptide chain of p53; B: The peptide array designed from the polypeptide chain of p53 (12-mer/3 amino acid shifts); C: The spotting 
scheme on the cellulose membrane support and the spot peptide image.
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才能与下一个氨基酸结合，最后一个周期结束时，要将
氨基酸的侧链保护基团脱掉。按照文献报道
[8]并加以改
进，将其操作步骤简述如下：多肽合成仪ASP SL将指定
的氨基酸滴加到硝酸纤维素膜上特定的位置，2%的乙酸
酐溶液洗膜5 min，二甲基甲酰胺洗膜5次，每次2 min。
20%的哌啶溶液洗膜10 min脱去FMOC-保护基团，二甲基
甲酰胺洗膜5次，每次2 min。乙醇洗膜2次，每次2 min，
晾干。重复上述操作，直到完成12个循环，最后一个循
环结束后晾干过夜。最后，10 mL三氟乙酸，300 μL三异
丙基硅烷，200 μL水充分混合，用混合液洗膜1 h，脱去
侧链保护基团，二氯甲烷洗膜5次，每次2 min。二甲基
甲酰胺洗膜5次，每次2 min。乙醇洗膜2次后晾干。多肽
阵列合成后在-20 ℃密封保存备用。
1.4  肽扫描（Pepscan）  研究p53抗体肽扫描（Pepscan）
技术是将抗原蛋白分段合成到载体表面，用抗体孵育
后，抗体结合的多肽序列就是其识别的抗原表位
[9]。用
合成的包含p53重叠肽段的多肽阵列与已知抗原表位的
p53单克隆抗体DO-2（美国Santa cruz公司，Sc-53394）共
同孵育，建立多肽阵列检测p53抗体的方法。首先，用
含有0.2%Tween和5%脱脂牛奶的PBS溶液封闭，室温反应
3 h。然后，用1:400稀释的p53单克隆抗体与多肽芯片共
同孵育，4 ℃轻摇过夜。多肽芯片经PBS溶液洗涤数次
后，与辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育2 h。最后用
PBS溶液洗涤数次后即可用ECL显影液（普利莱公司）显
影，同时将多肽阵列与p53多克隆抗体（BA0521， 博士德
公司）共同孵育，方法同上。
1.5  血清p53自身抗体的检测  随机选取10例肺癌患者的血
清标本均匀混合，用1:1 000稀释的混合血清与多肽阵列
孵育，检测混合血清中是否存在p53自身抗体，方法同
p53单克隆抗体实验。然后，分别用30例非小细胞肺癌患
者和30例健康对照者的血清与多肽阵列孵育，检测血清
中是否存在p53自身抗体，进而确定其识别的抗原表位。
1.6  ELISA检测血清中的p53自身抗体  用ELISA试剂盒（德
国Merck公司，QIA53）检测血清中的p53自身抗体。试
剂盒采用野生型p53重组蛋白包被，与p53抗体结合后再
与辣根过氧化物酶标记的二抗结合，四甲基联苯胺基质
溶液作为底物，加入反应终止液后即可显出颜色，用酶
标仪（Thermo labsysstems， 芬兰）在490 nm测吸收值。根
据标准曲线，读出血清中p53抗体的滴度。按照试剂盒要
求，血清标本的稀释比例为1:100。
2    结果
2.1  多肽阵列合成  多肽阵列合成结束后，在紫外光下观
察多肽芯片，可以发现芯片上结合了128条多肽，不同的
多肽对紫外线的吸收值不同，所以各点的亮度也不同，
如图2所示。
2.2  p53抗体肽扫描结果  p53单克隆抗体DO-2与多肽芯片
共同孵育，通过显影发现，DO-2与多肽芯片的第A2、
A3、A4点结合，如图3A所示。第A2、A3、A4点对应的
序列氨基酸分别为：P-Q-S-D-P-S-V-E-P-P-L-S、D-P-S-V-E-
P-P-L-S-Q-E-T、V-E-P-P-L-S-Q-E-T-F-S-D。这三个点的共
有序列为: V-E-P-P-L-S。
p53多克隆抗体BA0521与多肽芯片结合的结果如图
3B所示，p53多克隆抗体可与多肽芯片上第A25、C7、
C8、C9、C31、D10点结合，这些点对应的氨基酸序列
分别为：V-A-P-A-P-A-A-P-T-P-A-A、T-F-R-H-S-V-V-V-P-
Y-E-P、H-S-V-V-V-P-Y-E-P-P-E-V、V-V-P-Y-E-P-P-E-V-G-
S-D、 R-T-E-E-E-N-L-R-K-K-G-E、P-Q-P-K-K-K-P-L-D-G-
E-Y。
2.3 血清中p53自身抗体的检测  多肽芯片检测10例非小
细胞肺癌患者的混合血清标本，结果发现，混合血清中
p53抗体为阳性，可与多肽芯片上第A1、A2、A3、A15、
A16、A17、A20、A21、A26、B29、B30点结合，如图
4A所示。说明这10例患者中至少有1例p53抗体阳性。用
ELISA试剂盒检测这10例患者的血清，发现果然有1例患
者的p53抗体为阳性。将该患者的血清与多肽阵列孵育，
通过显影发现其结合的抗原位点与混合血清一致，如图
4B所示。
然后，30例肺癌患者和30例健康对照者的血清分别
与多肽阵列孵育，检测p53自身抗体。结果发现30例肺癌
患者中有7例血清p53自身抗体为阳性，健康对照者均为
阴性。用ELISA检测这60例血清，结果完全一致。这7例
患者p53自身抗体的结合位点与图4B所示的位点类似（结
果另文发表）。健康对照者血清中的p53抗体为阴性，多
肽阵列不显影，如图5所示。
3    讨论
       1992年Frank
[3]首次应用点合成技术在纤维素膜表面
进行多肽的合成。随着生物芯片的出现，在纤维素膜上
进行高密度的多肽合成就产生了多肽芯片。现在，多肽
芯片已被广泛应用于分子生物学研究，特别是在研究分
子之间相互作用方面具有很大的优势。目前多肽芯片主
要用于研究B细胞识别的抗原表位，蛋白质之间的相互
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图 3  p53单克隆抗体和多克隆抗体肽扫描
Fig 3  Epitope mapping for p53 monoclone antibody and p53 polyclone antibody
A positive reaction was visualized using a sencondary peroxidase-coupled antibody and the enhanced chemiluminescence.  A: The epitope which was recognized 
by p53 monoclone antibody DO-2; B: The epitopes which were recognized by p53 polyclone antibody BA0521.
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结合，酶与底物的相互识别以及T细胞识别的抗原表位
等
[10]。2004年，Jian-Ping Guo
[8]应用多肽芯片检测血清抗
SARS病毒的抗体，并发现了抗体识别抗原表位，对诊断
SARS和研制SARS疫苗有很大价值。因此证明多肽芯片
可以用来检测血清抗体，并确定其识别的抗原决定簇序
列。
p53基因是机体重要的抑癌基因，它在细胞的生长
调节、分化、衰老、凋亡及DNA修复等方面发挥重要作
图 2  p53多肽阵列紫外照相
Fig 2  Peptide spots on p53 array
Peptides were synthesized with a length of 12-mer and with nine amino acids overlapping with the adjacent peptides. Letters on the left-hand side of the array 
indicate rows. Numbers on the upper side of the array indicate columns.
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图 4  混合血清中p53自身抗体分析
Fig 4  Epitope mapping for p53 autoantibodies from serum pool with NSCLC
A: The epitopes which were recognized by serum pool; B: The epitopes which were recognized by the p53 autoantibody-positive serum.
用
[11]，野生型p53基因可阻止正常细胞转变为肿瘤细胞，
因此被称为“基因卫士”
[12]。而在大多数人类肿瘤中均发
现了p53基因的失活
[13]。1982年，在乳腺癌患者血清中
首次发现了p53自身抗体
[14]。随后发现
[15]p53自身抗体存
在于各种不同类型的肿瘤患者的血清中。Soussi
[16]总结
了包括结肠癌、乳腺癌、肺癌、肝癌及淋巴瘤等在内的
多种肿瘤患者血清p53自身抗体的研究结果， 认为检测血
清p53自身抗体对肿瘤诊断具有一定的临床意义。Regele
等
[17]发现在各期乳腺癌（原位癌、浸润癌及转移性乳腺
癌）患者血清中均可检测到p53自身抗体， 提示该抗体可
能是肿瘤形成过程中的早期事件。Trivers等
[18]报道在出
现明显的肺癌临床症状之前,血清中即可检测到p53自身
抗体。提示血清p53自身抗体可作为潜在的肿瘤早期诊断
标志物。随着多肽芯片技术的广泛应用，有学者用多肽
芯片检测肿瘤患者血清中的自身抗体，研究其识别的抗
原表位，进而探索它对肿瘤的早期诊断和预后的意义。
Saleh等
[4,19] 用多肽芯片先后检测了结肠癌和头颈部肿瘤
患者血清p53自身抗体，发现传统的酶联免疫吸附实验和
Western blot 实验检测结果为阳性的血清，多肽芯片检测
也为阳性。同时发现，不同患者的p53自身抗体识别某些
共同的抗原表位，而且识别不同表位的自身抗体对患者
的预后有不同的意义。
本研究用合成的p53多肽芯片分析p53单克隆抗体
DO-2识别的抗原表位，通过实验发现，DO-2与多肽芯
片的第A2、A3、A4点结合，这三点对应的氨基酸序列
分别为：P-Q-S-D-P-S-V-E-P-P-L-S、D-P-S-V-E-P-P-L-S-Q-
E-T、V-E-P-P-L-S-Q-E-T-F-S-D。据此推测这三个点的共
同序列V-E-P-P-L-S可能为单克隆抗体DO-2识别的抗原表
位。由产品说明书可知，DO-2识别p53蛋白10-16氨基酸
残基，其序列是V-E-P-P-L-S-Q，与实验结果相符。理论
图 5  健康对照者血清p53的检测
Fig 5  Peptide array analysis of p53 autoantibody with serum from healthy person.
The p53 autoantibody was negative in serum from healthy person , so there was no positive spot on p53 array.
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上，第A3、A4点包含DO-2抗体识别的全部序列，因此显
影较强，而第A2点只包含DO-2抗体识别的抗原表位的一
部分（V-E-P-P-L-S），所以与p53单克隆抗体结合力相对
较弱，显影也较第A3，A4点弱。因此证明，合成的覆盖
p53多肽链全部序列多肽芯片可以与p53抗体结合，从而
建立了肽扫描技术检测p53抗体的方法。
用p53多肽芯片分析p53多克隆抗体，结果显示
p53多克隆抗体可与多肽芯片上第A25、C7、C8、C9、
C31、D10点结合，说明以上这几个点对应的多肽包含了
该多克隆抗体识别的抗原决定簇序列。对照p53蛋白的氨
基酸序列，认为该多克隆抗体所识别的抗原表位可能位
于p53蛋白的中央区。
最后，用多肽芯片分析非小细胞肺癌患者和健康对
照者的血清，结果发现30例肺癌患者中有7例p53自身抗
体为阳性，健康对照者均为阴性，与ELISA结果一致。
此外，我们还确定了7例肺癌患者血清p53自身抗体识别
的抗原决定簇序列，通过序列作图发现，不同患者血清
中的p53自身抗体可能识别某些共同的抗原表位，由于病
例数较少还有待于进一步研究。
  本研究根据p53蛋白的氨基酸序列合成了p53多肽
芯片，通过与p53单克隆抗体，多克隆抗体以及肺癌患者
血清反应，成功建立了多肽芯片检测血清中p53自身抗体
的方法。初步研究发现，多肽芯片检测血清p53自身抗体
与ELISA相比，其优点是用多肽模拟蛋白抗原更容易操
作，而且能筛选出p53自身抗体识别的抗原决定簇序列。
而且发现，不同患者血清p53自身抗体识别某些共同的抗
原表位，与Saleh的实验结果类似。如果能筛选出p53自身
抗体识别的抗原多肽制成ELISA试剂盒，将大大降低检
测血清自身抗体的成本，便于临床应用。此外，对肿瘤
疫苗的研究也有很大的价值。由于多肽芯片具有高通量
的优点，因此还可以将多种肿瘤血清自身抗体识别的抗
原多肽集中合成到一张芯片上面，同时联合检测几十种
血清自身抗体标志物，提高血清自身抗体检测的敏感度
和特异性。随着研究的进展，多肽芯片对肺癌的诊断和
预后将具有更大的参考价值。
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